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Abstract 



A point-scanning luminescent microscope, especially for studying biological objects, has at least one 
collimated light source for producing an excitation light beam, an optical arrangement which focuses the light 
of the excitation light source on an object to be studied, at least one detector arrangement for acquiring light 
emitted by the object, an optical arrangement which collects the light emitted by the object and supplies it to 
the detector arrangement, and a scanner arrangement which causes relative movement between the 
scanning light beam and the object in at least two directions. The scanner arrangement has piezoaetuators 
for achieving scanning movements between the scanning light beam and object. The detector arrangement 
can have a surface sensor which forms a confocal diaphragm. The light source can be designed to deliver 
rectangular pulses. When the microscope is designed for twin-photon fluorescent microscopy, an objective 
lens is provided for illuminating the object and can be is used, at the same time, for collecting some of the 
photons emitted by the object, and a second detector is provided behind a condenser lens of the objective 
lens. 
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(54) Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop 

(57) Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop, insbeson- r 

dere zur Untersuchung von biologischen Objekten, rnit 22— j 

mindestens einer kollimierten Lichtquetle zur Erzeugung 

eines Anregungslichtstrahls, einer optischen Anordnung, 

yvelche Licht der Anregungslichtquelle auf ein zu untersu- 

chendes Objekt bundelt, mindestens einer Detektoran- 

ordnung zum Erfasseri von von dem Objekt emittiertem 

Licht, einer optischen Anordnung, welche das von dem 

Objekt emittierte Licht sammelt und der Detektoranord- 

nung zufuhrt, und einer Scanneranordnung, die eine Re- 

lativbewegung zwischen dem Abtastlichtstrahl und dem 

Objekt in mindestens zwei Richtungen bewirkt, wobei die 

Scanneranordnung Piezoaktoren zum Erzielen von 

Scannbewegungen zwischen Abtastlichtstrahl und Objekt 

aufweist. Die Detektoranordnung kann einen Rachensen- 

sor aufweisen, der eine konfokaie Blende bildet. Die Licht- 

quelle kann zur Abgabe von Rechteckimpulsen ausgelegt 

sein. Bei Auslegung des Mikroskops fur die Zweiphoto- 

nen-Fluoreszenzmikroskopie kann ein zur Beleuchtung 

des Objekts vorgesehenes Objektiv zugleich zum Sam- 
O meln eines Teils der von dem Objekt emittierten Photonen 
CO genutzt sein, und hinter einem Kondensator des Objektivs 
^ kann ein zweiter Detektor plaziert sein. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriffl ein punktabtastendes 
Luminiszenz-Mikroskop, insbesondere zur Uhtersuchung 
von biologischen Objekten, mit mindestens einer kollimier- 
ten Lichtquelle zur Erzeugung eines Anregungslichtstrahls, 
einer optischen Anordnung, welche das Licht der Anre- 
gungslichtquelie auf ein zu untersuchendes Objekt bundeit, 
mindestens einer Deiektoranordnung zum Erfassen von von 
dem Objekt emittiertern Licht, einer optischen Anordnung, 
welche das von dem Objekt emittierte Licht sammelt und 
der Detektoranordnung zufuhrt, und einer Scanneranord- 
nung, die eine Relativbewegung zwischen dem Abtastlicht- 
strahl und dem Objekt in mindestens zwei Richtungen be- 
wirkt. 

Eine schematische Prinzipdarsteilung eines derartigen 
Mikroskops, welches auch als Scanning-Mikroskop be- 
zcichnct wird, ist in Fig. 1 wicdcrgcgcbcn. Die wcscntlichcn 
Baugruppen des hier dargestellten Luminiszenz-Mikro- 
skops sind: 

- eine kollimierte Lichtquelle 10, zumeist ein Laser, 
zur Anregung eines Objekts 12, 

- eine insgesamt als Mikroskop 14 bezeichnete opti- 
sche Anordnung, welche das Licht der Anregungslieht- 
quelle 10 als Beleuchtungs-Spot, insbesondere als beu- 
gungslimitierten Spot, auf das Objekt 12 biindelt und 
welche gleichzeitig das emittierte Licht wieder aufsam- 
melt und einem Detektcr 16 bzw. 1 (siehe unten) zu- 
fiihrt, 

- eine Scanvorrichtung, welche entweder den Be- 
leuchtungs-Spot relativ zu dem zu untersuchenden Ob- 
jekt (Scanvorrichtung 20) oder das zu untersuchende 
Objekt relativ zum Spot (Scanvorrichtung 22) bewegt 
und somit zur Abtastung dient, und 3.S 

- ein oder mehrere Detektor(en) 16 bzw. 18 zur Regi- 
strierung des von dem Objekt 12 emittierten Lichts. 

Ein derartiges punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop 
kann insbesondere als konfokales Mikroskop und/oder als 40 
ein nach. dem Zwei- oder MehrphotonenprozeB arbeitendes 
Mikroskop ausgelegt sein. 

Im ersten Fall ist der bzw. sind die Detektoren hinter einer 
konfokalen Blende 24 positioniert (Detektorposition 16), 
welche in der Bildebene in einem dem gerade beleuchteten 45 
Objektpunkt konjugierten Punkt angebracht ist. Wie aus 
Fig. 1 ersichtlich ist, veriauft hierbei der Strahlengang des 
von dem zu untersuchenden Objekt 12 emittierten Lichts 
iiber das Mikroskop 14, welches zum Biindeln des Anre- 
gungsiichts auf das Objekt dient, sowie uber einen dichroi- 50 
tischen Strahlteiler 26, der das Emissionslicht. vom Anre- 
gungslicht trennt, und eine Linse 28 zu der konfokalen 
Blende 24 und den in der Detektorposition 16 angeordneten 
Detektor. Auf diese Weise wird Licht aus anderen Ebenen 
des Praparats als der interessierenden Fokus-Ebene weitge- 55 
hend ausgeblendet, und es wird eine dreidimensionale Abta- 
stung moglich. 

In einer Sonderform der Scanning-Luminiszenz-Mikro- 
skopie, wie sie oben angedeutet wurde, erfolgt die Anre- 
gung der Probe durch einen nichtlinearen Zwei- oder 60 
MehrphotonenprozeB, welcher per se auf die Fokusebene 
beschrankt ist und damit in den meisten Fallen eine konfo- 
kale Blende unnotig machL In diesem Fall ist es nicht erfor- 
derlich, das emittierte Licht die gesamte optische Anord- 
nung ruckwarts durchlaufcn zu lasscn. Ein Detektor kann 
auch bereits unmittelbar hinter das Objektiv plaziert werden 
(kein "Descanning"). Wie in Fig. 1 angedeutet, kann hierfiir 
im Strahlengang des Mikroskops 14, d. h. zwischen Objek- 
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tiv 32 und Tubusiinse 34, ein dichroitischer Strahlteiler 30 
vorgesehen sein, so daB das von dem Objekt 12 emittierte 
Licht direkt nach Passieren des Objektivs 32 aus dem Strah- 
lengang ausgekoppelt und uber eine weitere Tubusiinse 36 
5 auf einen in der Detektorposition 18 angeordneten Detektor 
abgebildet wird. Das so zu einem gegebenen Zeitpunkt auf- 
gesammelte Licht stammt prinzipbedingt imrner aus dem 
gerade beleuchteten Fokuspunkt. 

Obschon mit derartig aufgebauten Lurniniszenz-Mikro- 
10 skopen durchaus vielversprechende Ergebnisse erzielt wur- 
den, besteht weiterhin das Bediirfnis nach Verbesserungen 
auf diesem GebieL Der vorliegenden Erfindung liegt daher 
insbesondere die Aufgabe zugrunde, ein Luminiszenz-Mi- 
kroskop der eingangs genannten Art mit erhohter Abtastge- 
15 schwindigkeit, verbesserter Auflosung, hoherer Sammeleffi- 
zienz und/oder vereinfachter Bauart bereitzustellen. 

Zur Losung dieser Aufgabe weist erfindungsgemaB die 
Scanncranordnung cincs punktabtastenden Luminiszcnz- 
Mikroskops der eingangs genannten Art Piezoaktoren zum 
20 Erzielen von Scanbewegungen zwischen Abtastlichtstrahl 
und Objekt auf. 

In fast alien bisher realisierten Konzepten wird der zur 
Beleuchtung dienende Spot mittels galvanometrischer Scan- 
ner in zwei Dimensioned uber das Gesichtsfeld bewegt, 
25 weshalb dieser Vorgehens weise als Punktsean-Verfahren be- 
zeichnet wird. Galvanometer- Scanner besitzen eine be- 
grenzte Geschwindigkeit, insbesondere wenn einzelne 
Punkte gezielt "angefahren" werden sollen. Man wahlt des- 
halb zumeist eine zeilenformige Abtastung, wobei der zur 
30 Zeilenabtastung herangezogene Scanner sich sinusoidal be- 
wegt, wahrend der dazu orthogohale Scanner innerhalb ei- 
nes Bildes lediglich eine lineare Bewegung durchzufiihren 
hat. Die sinusoidale Bewegung ist nur eine schlechte Appro- 
ximation an die an sich erwiinschte Sagezahnbewegung. Ihr 
Hauptnachteil liegt darin, daB selbst wenn man standig 
wechselnde Belichtungszeiten in Kauf nimrat, sich nur ein 
Bruchteil der gesamten Scanzeit fiir die Datenaufhahme nut- 
zen laBt und ein betracbtlicher Teil des Praparats (namlich 
der an den Wendepunkten gelegene) dem schadlichen Beob- 
achtungslicht ausgesetzt wird, obwohl er gar nicht beobach- 
tet werden soli. Diese Problem e las sen sich uberwinden oder 
weitgehend abschwachen wenn gemaB der vorliegenden Er- 
findung Piezo-Aktoren eingesetzt werden, da diese prinzi- 
piell schnellere Bewegungen ermoglichen. 

Wie eingangs unter Bezugnahme auf die bei 20 und 22 in 
Fig, 1 gezeigten Scanvorrichtungen erwahnt, laBt sich eine 
Relativbewegung zwischen dem Abtastlichtstrahl und dem 
Objekt entweder durch Bewegen des Objekts oder durch 
Bewegen des Abtastlichtsstrahls bewirken. Daher kann, um 
den Abtastlichtstrahl zu einer Scanbewegung in der betref- 
fenden Scanrichtung zu veranlassen, fur jede Scanrichtung 
des Abtastlichtstrahls ein mit einem Piezoaktor gekoppeltes 
optisches Element vorgesehen sein, das mittels des zugeho- 
rigen Piezoaktors verstellbar ist. Soil nicht der Abtaststrahl 
sondern stattdessen das Objekt bewegt werden, kann eine 
vorzugsweise mittels Piezoaktoren verstellbare optische 
Pinzette zum Verstellen des zu untersuchenden Objekts ge- 
geniiber dem Abtastlichtstrahl vorgesehen sein. 

Unabhangig davon, ob die Relativbewegung zwischen 
Abtastlichstrahl und Objekt durch VerstelleD der Richtung 
des Abtastlichstrahls oder durch Positionsanderung des Ob- 
jekts hervorgerufen wird, kann die Scanneranordnung eine 
fur Grobbewegungen zwischen Abtastlichtstrahl und Objekt 
sorgende Grob-Scannereinheit aufweisen, und die Piezoak- 
65 torcn bzw. die optische Pinzette konncn Tcil cincr Fcin- 
Scannereinheit sein. 

Das vorliegend beschriebene System kann somit insbe- 
sondere dazu verwandt werden, klassische Scansysteme um 
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einen kleinen, deutlich schnelleren Zoombereich zu erwei- 
tern. In diesem Bereich soil eine genaue und schnelle Adres- 
sierung einzelner Punkte moglich werden. Dadurch kann in 
einem interessierenden Objekf jedweder uninteressanle Hin- 
tergrund ausgeblendet (d. h. gar nicht erst abgetastet wer- 
den), welcher haufig einen GroBteil der Bildinformalion 
ausmacht. Die Piezoaktoren konnen auch im Zusamrnen- 
spiel mit den Galvanometer- Scan nern dazu benutzt werden, 
das Gesamtsystem zu beschleunigen, d. h. sie konnen dazu 
dienen, Fehler und Oberschwinger der Scanner zu kompen- 
sieren und die Sinusform seiner Bewegung mehr an die er- 
wunschte Sagezahnform anzunahem. 

Die oben genannte Aufgabe wird auch durch ein punktab- 
tastendes Lurniniszenz-Mikroskop der eingangs genannten 
Art gelost, welches mit einer konfokalen Blende ausgestat- 15 
let ist, wobei die Detektoranordnung einen Rachensensor, 
insbesondere einen CCD-Chip, aufweist, welcher selbst die 
konfokalc Blende bildct. Hicrbci kann der Flachcnscnsor 
derail ausgelegt sein, daB Intensitatsinformationen von be- 
lichictcn Pixeln des Rachensensors wahrend des Scanvor- 20 
gangs in eine Speicherzone des Rachensensors geschoben 
.) werden. 

In praktisch alien heute verfugbaren konfokalen Mikro- 
skopen werden Photomultiplier als Detektoren eingesetzt. 
Ihr TIuupi vorteil ist ein auBerordentlich niedriges Dunkel- 25 
muschen, welches die Detektion einzelner Photonen ermog- 
licht, ihr ITauptnachteil jedoch die geringe Quantenaus- 
beuic. welche lediglich im Spektralbereich unterhalb von 
5(K)nm die 20%-Marke ubertrifft CCD-Chips dagegen 
konnen auch obcrhalb 500 nm Quantenausbeuten von > 30 
l )i) f % aul'wciscn, und die neuste Generation solcher Chips 
kann mil einem cbenfalls im Bereich weniger Elektronen 
angcsicdelien Rauschen ausgelesen werden. In einern von 
BrakenholTcl al. yorgeschlagenen Konzept ("Confocal ima- 
ging wilh bilateral scanning and array detectors *' GJ. Bra- 
ken holT, K. Visscher, Journal of Microscopy, Vol. 165, Pr 1, 
Januar 1992, S. 139-146) werden solche CCD-Chips eben- 
fails in ein konfokales Mikroskop eingebaut, allerdings 
durchlaufl hicr der Lichtstrahl nach Passieren der konfoka- 
len Blende noch einrnal eine zweidimensionale Scanvor- 
richtung, welche den Lichtstrahl in der Bildebene wieder an 
einem dem ursprung lichen Bildpunkt entsprechenden Punkt 
. plaziert. Nach AbschluG des kombinierten Scan/Descan- 

' Vorgangs kann somit am Rachensensor (CCD-Chip) ein 

konfokales Bild abgegriffen werden. Das Verfahren erlaubt 
nur einen einzigen Durchmesser der konfokalen Blende, 
welcher der GroBe eines Pixels entspricht 

Im vorliegend vorgestellten Konzept fungiert der CCD- 
Chip selbst als (variable) konfokale Blende, welche syn- 
chfon mit dem Scanvorgang bereits ausgelesen wird. Hier- 
fur werden die Intensitatsinformation der belichteten Pixel 
bereits wahrend des Scan vorgangs kontinuierlich, oder be- 
vorzugt pulsartig in der Ubergangszeit zwischen zwei be- 
nachbarlen Scanpunkten, in die Speicherzone des Chips ge- 
schoben, von der sie kontinuierlich ausgelesen werden kon- 
nen. Zu diesem Zweck sollte die elektronische Shiftfre- 
quenz des Chips deutlich grofier als die gewiinschte Scan- 
frequenz des Mikroskops sein. Durch entsprechendes Bin- 
nen einzelner Pixel kann entweder bereits wahrend des Aus- 
lesevorgangs (on chip-binning), oder spater mittels eines 
Rechners die GroBe der konfokalen Blende frei variiert und 
den Gegebenheiten optimal angepafit werden. 

In weiterer Ausgestaltung der Erfindung lassen sich spek- 
trale Informationen gewinnen, wenn zur Aufspaltung des 
von dem Objckt cmitticrtcn Lichts cin dispcrsives Element 
vorgesehen ist. 

Zusatzlich oder altemativ zu den bisher beschriebenen 
Losungswegen wird die der Erfindung zugrunde liegende 
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Aufgabe ferner durch ein punktabiastendes Lurniniszenz- 
Mikroskop der eingangs genannten Art gelost, welches fur 
die Zweiphotpnen-Ruoreszenzmikroskopie ausgelegt ist, 
wobei erfindungsgema'B die Lichtquelle zur Abgabe von 
5 Rechteckimpulsen ausgelegt ist 

Die Zweiphotonen-Ruoreszenzmikroskopie macht sich 
einen in den 30er Jahren vorhergesagten und in den 60er 
Jahren experimenteli verifizierten nichtlinearen Effekt zu- 
nutze. Dabei werden Fluorophore nicht durch Photonen an- 
geregt, deren Energie der Energiedifferenz zwischen Grund- 
und erstem angeregten elektronischen Zustand entspricht, 
sondern durch Photonen der halben Energie, d. h. der dop- 
pelten Wellenlange. Einer der Hauptvorteile dieses Verfah- 
ren s besteht darin, daB langweiliges Licht viel defer in bio- 
logisches Gewebe eindringen kann. . 

Damit zwei Photonen in synergistischer Weise zusam- 
menarbeiten konnen, miissen sie quasi gleichzeitig am Ruo- 
rophor ankommcn. Dies crfordcrt auficrordendich hohc 
PhotonenfluBdichten, welche iiblicherweise durch die Kon- 
zentrauon der eingesetzten Li chtdauerlei stung auf sehr 
schnelle Laserpulse(Sub-Picosekunden) erzielt werden. Mit 
einer schnellen Folge (gewohnlich 8Ctl00MHz) solcher 
Pulse konnen die notigen Spitzenintensitaten erreicht und 
die Dauerbelastung des Praparats minimal gehalten werden. 

Es ist leicht einsichtig, daB die erforderliche Dauerlei- : 
stung uraso geringer gehalten werden kann, je kiirzer die * 
applizierten Pulse sind. Aus diesem Gruhd wurden ver-* : 
starkte Anstrengungen unternommen, die Pulslange am Ort\ 
des Praparats unter 100 fs zu drucken. Nun hat sich aber ge- > 
zeigt, daB hohe PhotonenfluBdichten auch negative Ein- * 
fliisse auf das Praparat ausiiben konnen. Auch wenn die Me- 
chanismen der auftretenden Zellschadigungen noch nicht 
vollstandig verstanden sind, so kann man bereits heute ver- 3 
muten, daB sie mit dem Auftreten von gleichzei tiger 3-, 4- £ 
35 und Mehrphotonenabsorptionen einhergehen. Aus der Pois- t 
sonstatistik ergibt sich, daB bei hoher Wahrscheinlichkeit ei— v 
ner erwunschten Zweiphotonenabsorption auch uner-^* 
wiinschte Mehrphotonenabsorptionen zu erwarten sind. Die v 
Wirkung solcher Mehrphotonenabsorpdonen entspricht der 
40 einer UV-Licht Exposition, welche biologische Sy steme be- : i 
kanntermaBen schadigL 

Dementsprechend wird gemaB der vorliegenden Erfln- 
. dung ein Verfahren vorgeschlagen, welches die optimale Si- 
gnalgilte bei minimaler Probenbelastung sicherstellt. Es 
45 geht von der Uberlegung aus, daB eine Verringerung der 
Spitzenintensitaten zwar die Wahrscheinlichkeit erwunsch- 
ter Zweiphotonenabsorptionen reduziert, noch mehr jedoch 
auch die von unerwiinschten Mehrphotonenabsorpdonen. 
Urn die gleiche Signalstarke zu erzielen, muB bei einer Re- 
50 duzierung der Spitzenintensitat urn den Faktor n der Puis n 2 
mal langer und damit die Dauerbelastung urn den Faktor 
n 2 /n = n gesteigert werden. So gesehen ware die Beiastung 
durch unerwunscbte Mehrphotonenabsorpdonen bei einer 
Dauerbeieuchtung am geringsten, jedoch ware die Dauerbe- 
55 iastung der Probe damit auch unertraglich hoch. Ein Bei- 
spiel mag dies verdeutlichen: 'Will man mit Dauerlicht die 
gleiche Signalstarke erzielen wie mit einer 100 MHz Folge 
von 100 fs langen Pulsen, muBte die Dauerbelastung urn den 
Faktor (10 5 )" , d. h. mehr als 300x gesteigert werden. Dies 
60 ist natiirlich nicht realistisch weil Photonen im nahen IR 
vom Wasser absorbiert werden und das biologische Material 
damit "gekocht" werden wiirde. Irgendwo zwischen 100 fs- 
Pulsen und Dauerlicht muB deshalb die optimale Pulslange 
fiir die Zweiphotonen-Mikroskopie liegen. Das hier vorge- 
65 stclltc Verfahren ziclt dahcr darauf, die optimale Pulslange 
nicht mit der iiblicherweise eingesetzten Gausschen Puls- 
form zu applizieren, sondern als Rechteck-Puls, denn ein 
rechteckiger Puis bietet die maximale Zweiphotonenanre- 



BNSDOCID: <DE_19801 139A1_1 > 



DE 198 i 

5 

gung bei rninimaler Dauerlichtbelastung. Die effektive opti- 
male Pulsdauer, die durchaus fiir unterschiedkche Praparate 
unterschiedlich sein kann, laBt sich hierbei durch einfache 
Versuche ermitteln. 

In weiterer Ausgestaltung der Erfindung lassen sich die 
genannten Rechteckimpulse dadurch einfach mit hoher 
RankensteiLheit erzeugen, daB diese aus mehreren kurzen 
aufeinanderfolgenden Einzelimpuisen zusamrnengesetzt 
sind. Hierfur kann die Lichtquelle eine Anordnung zur Er- 
zeugung einer ebenen Wellenfront sowie eine senkrecht zu 
der Ausbreitungsrichtung der ebenen Wellenfront angeord^ 
nete treppenformige Transmissionsanordnung aufweisen, 
bei welcher es sich insbesondere um eine treppenformige 
Anordnung von Glasplattchen handeln kann.Andere Me- 
thoden nach dern Stand der Technik zur Erzeugung eines 
rechteckigen Zeitprofils komfnen ebenfalls in Frage. (z. B. 
zwei Beugungsgitter). Es ist allerdings darauf zu achten, daB 
allc Einzclpulsc in der Objcktiv-Pupillc cine glcichmaBigc 
Ortsverteilung aufweisen, da nur so eine beugungslimitierte 
Punktabbildung in der Objektebene gewahrleistet ist. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Auf- 
gabe wird femer durch ein punktabtastendes Lurniniszenz- 
Mikroskop gelost, welches fiir die Zweiphotonen-Fluores- 
zenzmikroskopie ausgelegt ist und bei welchem ein zur Be- 
leuchLung des Objekls vorgesehenes Objektiv zugleich zum 
Sammeln eines Teils der von dern Objekt eroittierten Photo- 
nen genutzt ist, wobei hinter einem Kondensor ein zweiter 
Detektor plaziert ist. 

Die Zweiphotonen-Fluoreszenzanregung ist ein im we- 
sentlichen auf den Fokus begrenzter Vorgang, da nur dort 
die benotigten hohen Spitzenintensitaten vorherrschen. Eine 
Konsequenz dieser Tatsache ist, daB quasi-konfokaleBiider, 
d. h. Bilder init einer drei-dimensionalea Information ohne 
Zuhilfenahme eines konfokalen "Pinholes" aufgenommen 
. werden konnen: Alles Licht, welches zu einem gegebenen 
Zeitpunkt von einer Probe emittiert wird, muB seinen Aus- 
gangspunkt in der jeweiligen Fokusposition haben. Damit 
ist es.nicht mehr notig, sich zur Messung der Emission aus- 
schiieBUch der gleichen Optik zu bedienen, welche. zur Er- 
zeugung des Fokuspunktes diente, sondem es lassen sich 
einfache Anordnungen realisieren, welche zu einer betracht- 
lichen Steigerung der Sammeleffizienz fuhren. 

Die einfachste derartige Anordnung bedient sich, analog 
zurh Stand der Technik, eines Objektivs zur Erzeugung des 
abtastenden Beleuchtungsspots, benutzt zum Sammeln der 
emittierten Photonen, jedoch nicht ausschlieBlich das Ob- 
jektiv (sogenannte Auflichtfluoreszenz), sondem auch einen 
auf der gegenuberliegenden Seite plazierten Kondensor, Da 
keine Abbildungseigenschaften gefordert werden, kann ein 
Kondensor der hochsten numerischen Apertur (gewohnlich 
ein Olkondensor mit NA = 1,4) eingesetzt werden, welcher 
bis zu 50% alien emittierten Lichtes erfafiL Kombiniert mit 
einem Objektiv hoher numerischer Apertur lassen sich da- 
mit Sammeleffizienzen von > 70% realisieren. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aiif- 
gabe wird des weiteren auch durch ein punktabtastendes Lu- 
miniszenz-Mikroskop gelost, welches fur die Zweiphoto- 
nen-Fluoreszenznukioskopie ausgelegt ist und bei welchem 
im Strahlengang des Mikroskops ein LangpaBfilter angeord- 
net ist, welcher langwelliges Anregungslicht passieren laBt, . 
von dem Objekt reflektiertes Fluoreszenzlicht jedoch refiek- 
tiert Auf diese Weise laBt sich ebenfalls die Sammeleffi- 
zienz steigem, wobei hier jedoch kein zweiter Detektor, wie 
bei dem gerade beschriebenen Konzept, erforderbch ist 

Plaziert man den LangpaBfilter in den Raum zwischen 
Objektiv und Tubuslinse, d. h. in den "unendlichen Bereich" 
der in Fig. 1 als Mikroskop 14 bezeichneteri Anordnung, 
wird alles vom Objektiv aufgesammelte Licht zuriick auf 
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die Probe fokussiert und auf den Kondensor gerichtet, wo es 
zusarrunen mit dem unmittelbar von der Probe kommenden 
Licht mit einem einzigen Detektor aufgesammelt werden 
kann. 

5 Da insbesondere bei stark streuenden Proben das appa- 
rente Gesichtsfeld oftmals weit groBer als das reelle sein 
kann, ist zum Registrieren von starker gestreutem Emissi- 
onslicht vorzugsweise eine Detektionsoptik vorgesehen, die 
so ausgelegt ist, daB sie Licht sowohl aus einem inieressie- 
10 renden Gesichtsfeld als auch zusatzlich in einer streuenden 
Probe gesLreutes Licht aus einem virtuellen Gesichtsfeld 
aufsammelL 

Altemadv kann moglichst viel des vom Objekt emittier- 
ten Lichtes auch mit einem einzigen, hinter dem Objektiv 
15 plazierten Detektor erfaBt werden, wenn ein Spiegel derart 
angebracht wird, daB er das in Transmissionsrichtung emit- 
tierte Licht zuruckreflektiert, so daB es zusammen mit dem 
Epifiuorcszcnzlicht vom Objektiv aufgesammelt werden 
kann. Vorzugsweise ist dabei die Spiegelflache derart di- 
20 chroitisch ausgebildet, ' daB sie Anregungslicht durchlaBt 
und nur vom Objekt emittiertes Licht reflektiert. Bei geeig- 
neter Ausbildung und/oder Plazierung dieses Spiegels kann 
die Sammeleffizienz groBer sein als es der numerischen 
Apertur des Objektivs entspricht, dann namlich wenn durch 
25 die opusche Anordnung die nunterische Apertur des in 
Transmissionsrichtung emittierten Lichtes verkleinert wird. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Auf- 
gabe wird femer durch ein punktabtastendes Luminiszenz- 
Mikroskop der eingangs genannten Art gelost, welches fur 
30 die Zweiphotonen-Huoreszerizniikroskopie ausgelegt ist, 
wobei die gesamte Mikroskopoptik durch eine einzige Spie- 
gelanordnung ersetzt wird. Zum Beispiel kann im Strahlen- 
gang hinter dem Objekt ein parabolischer Spiegel so plaziert 
werden, daB er aus parallelem Anregungslicht am Ort des 
35 Objekts einen beugungslimitierten Spot erzeugt, iind wobei 
im Strahlengang vor dem Objekt als Selektionsanordnung 
ein dichroitischer Strahlteiler angeordnet ist, der Anre- 
gungslicht von Fluoreszenzlicht trennt und Fluoreszenz- 
licht, das von dem Objekt in Richtung.des Surahlteilers emit- 
40 nert wird, zusammen mit von der Spiegelanordnung refiek- 
tiertem Fluoreszenzlicht unmittelbar auf die Detektoranord- 
nung auffallen laBt. Prinzipiell konnen statt parabolischer 
auch elliptische Oberflachen zur Erzeugung des beugungsli- 
mitierten Spots herangezogen werden. Statt eines kollimier- 
45 ten Anregungsstrahls wird dann ein divergentes Strahlbun- 
del benotigt 

Die genannte parabolische Spiegelanordnung kann von 
einem mit einer IrnmersionsflUssigkeit gefQllten Trog gebil- 
det sein, dessen Innenwandung verspiegelt ist und der mit 
50 einem Deckglas abgedeckt ist, das auf seiner der Spiegelan- 
ordnung zugewendeten Innenseite das Objekt tragt, oder sie 
kann von einem massiven Glaskorper gebildet sein, der auf 
seiner einen Seite plan ist und der auf seiner anderen Seite 
parabolisch geforrnt und verspiegelt ist, wobei der Giaskor- 
55 per an seiner planen Seite mit einer mit Immersionsfiussig- 
keit gefiillten Kammer versehen ist, in welche das Objekt 
eintauchL 

Bevorzugte Ausfiihrungsfonnen der Erfindung werden 
nachstehend unter Bezugnahme auf die beigefugten Zeich- 
60 nungen beschrieben. Es zeigen 

Fig. 1 eine schematische Darstellung eines punktabta- 
stenden Luminiszenz-Mikroskops, bei welchem sich bevor- 
zugte Ausfuhrungsformen der Erfindung realisieren lassen; 
Fig. 2 eine schematische Darstellung einer erfindungsge- 
65 maBcn Scanvorrichtung zur schncllcn Feinpositionicrung; 
Fig. 3 eine schematische Darstellung einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform des voriiegend beschriebenen punktabta- 
stenden Luminiszenz-Mikroskops, bei welchem eine opti- 
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sche Pinzette zum Halten und Bewegen des zu untersuchen- 
den Objekis eingesetzt wird; 

Fig. 4 eine schematische Darstellung der Bilderfassung 
mi Uels eines CCD-Chips, der als konfokale Blende einge- 
setzt wird; 

Fig. 5 eine schematische Darstellung einer Ausfuhrungs- 
form des punktabtastenden Lurniniszenz-Mikroskops, bei 
welchem flir eine spektrale Aufspaitung des Ernissionslichts 
gesorgt ist; 

Fig. 6 eine Prizipdarstellung fiir die Erzeugung eines 
Rechteckirnpulses zur Anregung einer zu untersuchenden 
Probe; 

Fig. 7 eine schematische Darstellung einer Anordnung, 
mit welcher sich Rechteckimpulse gemaB Fig. 6 erzeugen 
lassen; 

Fig. 8 eine schemausche Darstellung einer Anordnung, 
mit welcher sich eine gleichzeitige Detekuon von emittier- 
tcn Photoncn im Objektiv- und Kondcnsorstralilcngang rca- 
lisieren laBt; 

Fig. 9 eine Ansicht ahnlich Fig. 8, mittels deren eine De- 
icktion von in alien Raumrichtungen emittierten Photonen 
j mil dcm Kondensor erfolgt; 

Fig. 10 eine schemausche Darstellung der durch Licht- 
sircuunc bedingten VergroBerung des apparenten Gesichts- 
fckls im Vergleich zum reellen GesichLsfeld eines sireuen- 
dcn Objekis; 

Fig. 1 1 cin optisches System, mit welchem ein moglichst 
groBcr Anteil des von einem zu untersuchenden Objekt 
cmiuicrlcn Lichts durch das Objektiv erfaBt werden kann; 

Fig. 12 und 13 Ausfuhrungsformen des in Fig. 11 skiz- 
zicrtcn Systems, bei welchem auf ein Objektiv im klassi- 
schen Sinne verzichtet werden kann.; und 

Fig. 14 eine Ansicht eines optischen Systems ahnlich Fig. 
13, bei welchem ein zu untersuchendes Objekt sich von 
zwei gegeniiberliegenden Seiten beleuchtet laBt. 

Wie eingangs bereits geschildert wurde, zeigt Fig. 1 ein 
punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop, wobei eine 
Scanvorrichtung, welche den Beleuchtungs-Spot relativ 
zum untersuchenden Objekt bewegt, als Scanvorrichtung 20 
angedeutet isL Die Scanvorrichtung 20 kann beispielsweise 
eine galvanometrische Scanvorrichtung sein, die fur eine 
Grob-Positionierung des auf das Objekt 12 gerichteten Ab- 
tastlichtstrahls sorgt, Zur Fein-Positionierung des auf das 
Objekt 12 gerichteten Beleuchtungs-Spots kann die Scan- 
vorichtung 20 ferner eine Scanvorrichtung aufweisen, wie 
sie in Fig. 2 schematisch dargestellt ist. 

In die Scanvorrichtung gemaB Fig. 2 einfaliendes, paral- 
leles, polarisiertes Anregungslicht 44, beispielsweise von ei- 
nem Laser, wird nach Passieren eines Polarisations wurfels 
46 iiber eine Linse 48 in eine Zwischenbildebene fokussiert 
und durch eine zweite Linse 50 wieder ins Unendliche abge- 
bildet Der Strahl passiert dann ein A/4-Plattchen 52, wird 
von einem Planspiegel 54 reflektiert und durchlauft danach 
die Anordnung riickwarts bis zum Polarisationswurfel 46, 
wo er infolge der um 90° gedrehten Polarisation vom ur- 
spriinglichen Strahl 44 getrennt und in Richtung des Pfeils 
56 gelenkt wird. Das dadurch in x-y-Richtung ablenkbare 
Anregungslicht kann entweder direkt einem Mikroskop zu- 
gefuhrt werden, oder aber einer Grob-ScanvorrichLung, wel- 
che groBere Auslenkungen als der Piezoscanner zulaBt, und 
dann erst dem Mikroskop. 

Die hier gezeigte Anordnung macht sich die Tatsacbe zu- 
nutze, daB bei geeigneter optischer Anordnung die Bewe- 
gung einer Linse um den Weg x eine Bewegung des Bild- 
puriktcs um den Bctrag 2x hervorrufen kann. Fcrncr crlaubt 
sie es, die Bewegung des Strahls in x- und y-Richtung von- 
einander mechanisch zu entkoppeln. Mit der gezeigten An- 
ordnung laBt sich praktisch jedes bestehende Scansystem 
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einfach aufrUsten. Die Anordnung kann als kleine kompakte 
Einbeit zwischen die in Fig. 1 gezeigte Lichtquelle 10 und 
die Scanvorrichtung 20 plaziert werden, bzw. einen Teil der 
Scanvorrichtung 20 hi 1 den. Die gezeigte Scanvorrichtung 
5 eignet sich auch zum Einsatz in einem Reflexionsmikro- 
skop. 

Eine zweite praktikable Variante der Abtastung ist das so- 
genannte Objektscan-Verfahren, bei welchem eine Scanvor- 
richtung (Scanvorrichtung 22 in Fig. 1) das zu untersu- 

10 chende Praparat reladv zum dann fixen Fokuspunkt bewegt. 
Der Vorteil dieser Ausbilduhg liegt in den drastisch verrin- 
gerlen Anforderungen an die optische Ciute (Planitat) des 
optischen Systems. Sein Hauptnachteil ist die Langsamkeit, 
welche mit der mechanischen Bewegung des Objektes ein- 

15 hergeht. Bei der in Fig. 3 gezeigten Ausfiihrungsform wird 
daher das zu untersuchende Objekt 12 nicht mitsamt seiner 
Halterung mechanisch, sondem in seinem Immersionsrne- 
dium mit Hilfc einer sogenannten opdschen Pinzette 62 bc- 
riihrungsfrei bewegt. Das in Fig. 3 schematisch gezeigte Lu- 

20 miniszenz-Mikroskop verfugt iiber einen ahnlichen Aufbau 
wie das in Fig. 1 gezeigte Luminiszenz-Mikroskop, wobei 
jedoch bei der Ausfubrungsfonn gemaB Fig. 3 die Licht- 
quelle 10 fiir die Erzeugung von kollimiertem Anregungs- 
licht so angeordnet ist, daB das Anregungslicht nicht die 

25 Scanvorrichtung 20 passiert, sondem daB es tiber den di- 
chroidschen Strahlteiler 30 und das Objektiv 32 direkt auf 
das zu untersuchende Objekt 12 abgebildet wird. Dort, wo 
bei der Ausfiihrungsform nach Fig, 1 die Anregungslicht- 
quelle vorgesehen war, ist bei der Ausfuhrungsform nach 

30 Fig. 3 eine weitere Quelle fur kollimiertes Licht vorgesehen, 
wobei dieses Licht jedoch nicht als Anregungslicht sondem 
zum Bewegen der Probe .12, d. h. als optische Pinzette 62, 
dienf. Analog zu der Fein-Positionierung des Abtaststrahls, 
wie sie unter Bezugnahme auf Fig. 2 erlautert wurde, kann 

35 die Anordnung nach Fig. 3 eine Feinpositionierungsanord- 
nung gemaB Fig. 2 aufweisen, wobei hier jedoch nicht der 
Abtastlichtstrahi, sondem der kollimierte Lichtstrahl zum 
Halten und Bewegen der Probe feinpositioniert wird. 

Das in Fig. 3 fur den Fall einer konfokalem Abbildung ge- 

40 zeigte Prinzip laBt sich im Falle der Zweiphotonen-Anre- 
gung durch Weglassen der konfokalen Blende 24 und/oder 
durch Detektion des Emissionslichtes bereits zwischen Ob- 
jektiv 32 und Scanvorrichtung 20 weiter vereinfachen. 
Unter erneuter Bezugnahme auf Fig. 1 wird, wie bereits 

45 oben erwahnt wurde, vorzugsweise ein CCD-Chip zum Er- 
fassen eines Bildes benutzt, wobei gemaB einer bevorzugten 
Ausfuhrungsfonn der CCD-Chip selbst als variable konfo- 
kale Blende 24 wirkt und hierfur der CCD-Chip synchron 
mit dem Scanvorgang ausgelesen wird. Dabei werden die 

50 Intensitatsinformationen der belichteten Pixel wahrend des 
Scanvorgangs kontinuierlich oder pulsartig in der tJber- 
gangszeit zwischen zwei benachbarten Scanpunkten in die 
Speicherzone des Chips geschoben, von der sie kontinuier- 
lich ausgelesen werden konnen. 

55 Die Anordnung funktioniert jedoch nicht nur mit einem 
CCD-Detektor in der Detektorposition 16, wobei in diesem 
Falle das Bild des emittierenden Fokus stationar bleibt, son- 
dem auch, wie es in Fig. 4 schematisch dargestellt ist, in der 
Detektorposition 22, wenn der Flachensensor in der ersten 

60 Zwischenbildebene plaziert ist. Der Leuchtpunkt bewegt 
sich dabei entsprechend der Scanbewegung iiber den Sen- 
sor, und die Bildinformation muB spater im Rechner "sor- 
tiert" werden. In Fig. 4 gibt der Pfeil 66 die Scanbewegung 
an, wahrend der Pfeil 68 die Richtung des Zeilenvorschubs 

65 angibt. • Dicsc Anordnung bictet den zusatzlichcn Vorteil, 
daB der Flachensensor in der Bildebene auch ganz normale 
tr Weit-Feld" Bilder aufeeichnen kann, und zwar sowohl im 
Durchlicht, als auch in der Auflichtfiuoreszenz. Letzteres er- 
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fordert. den Einsatz einer zusatzlichen Auflicht-Beleuch- 
tung, wie sie im Stand der Technik bekannt ist. Dazu bietet 
sich eine porychromatische Beleuchtungseinheit an, wie sie 
in DH 42 28 366 C2 offenbart. ist. 

Ein weiterer Vorteil des Konzepts ist, da£ sich das Emis- 5 
sionsLicht spektral aufspalten laBt, wobei dies im Falle einer 
unendlich korrigierten Mikroskopoptik durch das Enbrin- 
gen eines dispersiven Elementes, z. B. eines Prismas oder 
eines optiscben Gitters, zwischen das Objektiv 32 und die 
Tubuslinse 36 bewerkstelligt werden kann. Eine derartige 10 
Anordnung ist in Fig. 5 gezeigt, in der nur der Bereich der in 
Fig. 1 insgesamt dargestellten Vorrichtung oberhalb der Tu- 
buslinse 34 veranschaulicht ist. Anregungslicht, welches 
den dichroitischen Strahlteiler 30 in Fig. 5 von unten kom- 
mend passiert, wird iiber das Objektiv 32 auf das zu untersu- 15 
chende Objekt 12 abgebildet. Von dem Objekt 12 emittiertes 
Licht wird nach Passieren des Objektivs 32 mittels des di- 
chroitischen Strahltcilcrs 30 vom Anregungslicht getrennt, 
mittels eines Prismas 72 spektral zerlegt und iiber die Tu- 
buslinse 36 auf die einen CCD-Rachensensor aufweisende 20 
Detektoranordnung 18 abgebildet Damit wird der spektrale 
Bereich des Emissionslichtes auf einige Pixel verschmiert 
Die Pixel dienen somit nicht nur als konfokale Blenden, 
sondern auch als Austritts-Spaite einer Spektrometeranord- 
nung, wobei der EinlritLs-Spalt von dem beleuehtelen Fo- 25 
kuspunlct gebildet ist. Aus einer raumlichen Zuordnung ein- 
zelner Pixel konnen dann spektrale Informationen gewon- 
nen werden. 

Erfolgt die Anregung des zu untersuchenden Objekts wie 
eingangs beschrieben mittels Zweiphotonenabsorption, so 30 
werden gemaB bevorzugten Ausfuhrungsformen des vorlie- 
gend beschriebenen punktabtastenden Luminiszenz-Mikro- 
skops rechteckige Anregungslichtpulse eingesetzt, mit de- 
nen eine optimal lange Pulsdauer zur Vermeidung von uner- 
wiinschten Mehrphotonenabsorptionen bei minimaler Dau- 35 
erbelastung erreicht werden kann. 

Rechteckige Pulse rnit einer Dauer von > 100 fs konnen 
zum Beispiel durch Einsatz eines Etalons aus kurzen Einzel- 
pulsen zusammengesetzt werden, doch lassen sich auch an- 
dere Verfahren, welche Stand der Technik sind, dazu einset- 40 
zen. 

In den Fig. 6 und 7 ist die Erzeugung eines Rechteckim- 
puises unter Verwendung mehrerer Einzelimpulse darge- 
stellt, wobei Fig. 6 einen resultierenden Gesamtimpuls 74 
zeigt, der aus zehn Einzelimpulsen 76 zusammengesetzt ist, 45 
wahrend in Fig. 7 einetechnische Realisierung des vorge- 
schlagenen Konzepts veranschaulicht. Aus Fig, 6 ist ersicht- 
lich, daB je kUrzer die Einzelimpulse sind, desto steiler ihre 
Flanken werden und desto besser sich die gewunschte 
Rechteckform approximieren laBt. Eine Folge von Einzel- 50 
impulsen, wie sie in Fig. 6 dargestellt ist, lafit sich beispiels- 
weise dadurch erzeugen, daB eine Lichtquelle benutzt wird, 
die,, wie in Fig. 7 dargestellt ist, eine ebene Wellenfront 78 
erzeugt, und senkrecht zu der Ausbreitungsrichtung der ebe- 
nen Wellenfront 78 eine treppenfbrmige Transmissionsan- 55 
ordnung 80 plaziert ist. Da innerhalb der Transmissions an- 
ordnung 80 die Ausbreitungsgeschwindigkeit des die Trans- 
missionsanordnung 80 passierenden Lichts niedriger als au- 
Berhalb der Transmissionsanordnung 80 ist und da die in 
Fig. 7 als Pfeile 82 dargestellten Abschnitte einer auf die 60 
Transmissionsanordnung 80 auftreffenden Wellenfront 78 
unterschiedliche Weglangen innerhalb der Transmissionsan- 
ordnung 80 zu passieren haben, ergibt sich hinter der Trans- 
missionsanordnung 80 ein Versatz zwischen den einzelnen 
Abschnittcn der auf die Transmissionsanordnung 80 auftrcf- 65 
fenden Wellenfronten 78 und somit eine Folge von Einzel- 
impulsen entsprechend der in Fig. 6 dargestellten Folge von 
Einzelimpulsen 76. In zweckmaBiger Weise kann die Trans- 



missionsanordnung 80 von einer treppenfbrmige Anord- 
nung von Glasplattchen gebildet sein. Es ist allerdings dar- 
auf zu achten, daB alle Einzelpulse in der Objektiv-Pupille 
eine gleichmaBige Ortsverteilung aufweisen, da nur so eine 
beugungslimitierte Punktabbildung in der Objektebene ge- 
wahrleistet ist. 

Fig. 8 zeigt schematisch eine Ausfuhrungsform eines Lu- 
miniszenz-Mikroskops, bei welchem, wie eingangs be- 
schrieben, von einer Zweitphotonen-Ruoreszenzanregung 
Gebrauch gemacht wird. In Fig. 8 sind die Teile des in Fig. 1 
gezeigten Lurniniszenz-Mikroskops unterhalb der 1\ibus- 
linse 34, d. h. die Zwischenbildebene 40, die Scanlinse 42, 
etc., der Einfachheit halber nicht dargestellt. Die in Fig. 8 
gezeigte Anordnung bedient sich, analog zum Stand der 
Technik, des Objektivs 32 zur Erzeugung des abtastenden 
Beleuchtungsspots, benutzt zum Sammeln der emittierten 
Photonen jedoch nicht ausschlieGlich das Objekdv 32 (soge- 
nanntc Auflichtfluorcszcnz), sondern auch cincn auf der gc- 
genuberliegenden Seite plazierten Konderisor 86, mittels 
dessen von dem zu untersuchenden Objekt 12 emittiertes 
Licht iiber eine Tubuslinse 92 auf einen Detektor 90 abge- 
bildet wird. Bringt man ferner in den Kondensorstrahlen- 
gang noch einen weiteren dichroitischen Strahlteiler 88 ein, 
wie es in Fig. 8 dargestellt ist, kann der Kondensor 86 unter 
Verwendung einer Lichtquelle 94 auch zur Durchlichtbe- 
leuchtung des Objekts 12 benutzt werden. 

Das obige Konzept lafit sich auch ohne zweiten Detektor 
realisieren, indem, wie in Fig. 9 gezeigt, ein LangpaBfllter 
96 im Strahlengang des Mikroskops 14 (siehe Fig. 1) pla- 
ziert wird. Der LangpaBfilter 96 lafit das langwellige Anre- 
gungslicht passieren und reflektiert das von dem zu untersu- 
chenden Objekt 12 emitderte Fluoreszenzlicht. Plaziert man 
den Filter 96 in den Raum zwischen dem Objektiv 32 und 
der 1\ibuslinse 34, d. h. in dem "unendlichen Bereich" des 
Mikroskops 14, wird alles vom Objektiv 32 aufgesarnmelte 
Licht zuriick auf die Probe 12 fokussiert und auf den Kon- 
densor 86 gerichtet, wo es zusammen mit dem umnittelbar 
von der Probe 12 komrnenden Licht mit. einem einzigen De- * 
tektor 90 aufgesarnmelt werden kann. Unter Umstanden 
kann es vorteilhaft sein, den Hlter 96 geringfugig zu kippen, 
damit das emittierte Licht nicht unmittelbar auf seinen Aus- 
gangspunkt zuruckreflektiert wird. Fig. 9 zeigt des weiteren 
einen dichroitischen Strahlteiler 88, der die Verwendung ei- 
ner Durchlichtbeleuchtung entsprechend Fig. 8 ermoglicht. 

Um die signifikanten Vorteile der Zweiphotonen-Ruores- 
zenzmikroskopie, insbesondere bei stark streuenden Prapa-- 
raten auszunutzen, sollte nicht nur das emittierte Licht unter 
einem moglichst groBen Raumwinkel aufgesarnmelt wer- 
den, sondern es sollte auch mit dem Detektor ein moglichst 
grofier Bildfeldbereich erfaBt werden, da, wie in Fig. 10 
schematisch dargestellt ist, infolge von Lichtstreuung das 
apparente Gesichtsfeld 100 weit groBer als das reelle, inter- 
essierende Gesichtsfeld 102 eines zu untersuchenden streu- 
enden Objekts 12 sein kann. Dazu ist gewohnlich ein groB- 
flachiger Detektor notig oder aber eine optische Anordnung, 
welche das aufgesarnmelte Licht wieder auf den Detektor 
biindelt. 

Beirn Studium lebenden biologischen Materials ist haufig 
die Verwendung sogenannter Wasser-Immersionsobjektive 
angeraten, bei denen eine pbysiologische Kochsalzlosung, 
in der das Praparat schwimmt, gleichzeidg als Immersions- 
flussigkeit wirkt. Derartige Objektive lassen sich zwar mit 
einem langen Arbeitsabstand fertigen, jedoch ist ihre nume- 
rische Apertur vergUchen mit der von Ol-Iinmersionsobjek- 
tiven dcutlich rcduzicrt. Zwar laBt sich die Sarnmclcffizicnz 
eines optischen Systems mit Wasserimmersion durch Zuhil- 
fenahme des Kondensors auf Werte von > 40% steigern, 
doch konnen beam Einsatz geeigneter Spiegel auch ohne 
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allzu groBen Aufwand deutlich hohere Effizienzen realisien 
werden. 

Fig. 11 zeigt ein optisches System, bei welchem eine 
Spiegelflache 104, die in einem Material 106 angeordnetist, 
das sowohl vor als auch hinter der Spiegelflache 104 den 5 
gleichen Brechungsindex aufweist, einen betrachtlichen Teil 
des in die dera Objektiv abgewandte Richtung emittierten 
Fluoreszenziicht.es so zuruckreflektiert (Pfeile 108), daB es 
vom Objektiv wieder aufgesammelt und dahinter registriert 
werden kann. Bei entsprechender Auslegung der reflektie- 10 
renden Flache laBt sich die numerische Apertur des emittier- 
ten Lichtes reduzieren, sodaB das Objektiv einen groBeren 
Raumwinkel aufzusammeln vermag, als es seiner eigenen 
numerischen Apertur entsprechen wiirde. Die Spiegelflache 
104 i st vorzugsweise spharisch, da sich dies am einfachsten 15 
realisieren laBL Sie kann jedoch auch aspharisch, z. B. para- 
bolisch oder elliptisch sein. Den gleichen Effekt kann auch 
cin Planspicgcl bcwirkcn, wcnn cr im Kondcnsor an der 
richiigen Stelle plaziert. ist. Legt man die Verspiegelung in 
geeigncter Weise "dichroitiscrT aus, konnen bei dieser Gele- 20 
jL'cnheii bereits Anregungslicht und Emissionslicht vonein- 
u ruler scpariert werden, indem das Anregungslicht die di- 
c-hmiiisdie Flache passieren kann, wahrend das Ernissions- 
hv'hi reilekiiert wird. Eine einfache Realisierung des Kon- 
/cj »i s sicln die Hinarbeitung der refleklierenden Flache in ei- 25 
n'en ( >hjekiiruger vor. Damit kann dann - zumindest fur den 
von der Spiegelflache txansmittierten Spektralbereich - die 
uhliehc Kondensoranordnung zur Durchlichtbeleuchtung 
hcnini>c/.i\i:cn werden. 

Die in den Fig. '12 bis 14 gezeigte Version des angespro- 30 
chenen Spietielkonzepts kommt ganz ohne die Verwendung 
eines Objckiivs aus. Mittels einer parabolischen Spiegelan- 
ordnuiiu 110 wird aus parallelem Anregungslicht 112 am 
On der Probe 12 ein beugungsHmitierter Spot erzeugt, wo- 
bei ciurch den auBerordentlich groBen Winkelbereich der zur 35 
l'bkusbildung herangezogenen Strahlen eine bisher nur mit 
ciner sogenannte 47t-Anordnung erzielte Auflosung erreicht 
werden kann, Zur Detektion des Emissionslichtes muB ein 
dichroitischer Strahlteiler 114 in den Strahl eingebracht wer- 
den, mittels dem das auf den Detektor abzubildende Ernissi- 40 
onslicht 118 aus dem Strahlengang des Anregungslichts 112 
ausgekoppelt wird. Bedingt durch die Tatsache, daB die op- 
tische Abbildung durch Spiegelsysteme zwar achromatisch, 
aber nur direkt im Fokus aberrationsfrei ist, empfiehlt sich 
die Abtastung des Praparats in x-, y- und z-Richtung durch 45 
Bewegen des Praparats 12 oder des Parabolspiegels 110, 
oder aber mit Hilfe einer optischen Pinzette (siehe Fig. 3, 
optische Pinzette 62). 

Eine einfache Realisierung des Konzepts, wie sie in Fig. 
1 2 dargestellt ist, bes teht in einem mit einer Immersionsflus- 50 
sigkeit 116 gefullten Trog, dessen Innenwandung mit einer 
Verspiegelung 110 versehen ist, Ein Deckglas 120 bildet den 
Deckel des Trogs, wobei das Praparat auf der Trog-Innen- 
seite plaziert wird. Da das Praparat 12 unmittelbar mit der 
Iirimersionsflussigkeit 116 in Kontakt kommt, sollte diese 55 
"praparatvertraglich" gewahlt werden. Fur biologische Pra- 
parate bietet sich eine physiologische Kochsalzlosung an. 

Ein zweites in Fig* 13 gezeigtes Realisierungskonzept 
sieht einen massiven Glaskbrper 122 vor, der auf der einen 
Seite plan, auf der anderen parabolisch geformt ist. Die Ver- 60 
spiegelung U0 ist auf der AuBenseite der Parabol-Hache 
angebrachL Das Praparat 12 ragt in eine halbkugelig ge- 
formte Kammer, welche mit einer geeigneten Immersions- 
fltissigkeit 116 gefttllt und von einem Deckglas 124 ver- 
schlosscn ist. 65 

Das in Fig. 13 gezeigte Konzept laBt sich auf vorteilhafte 
Weise mit aus dem Stand der Technik bekannten Vorrichtun- 
gen kombinieren, indem man wie in Fig. 14 gezeigt zusatz- 
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lich noch ein Mikroskop-Objektiv 126 in den Strahlengang 
einbringt und die Probe 12 somit konfokal von zwei gegen- 
iiberliegenden Seiten beleuchtet Fur den Fall, daB die Abta- 
stung durch "Bewegung der Spiegelanordnung erfolgt, wobei 
das Praparat mittels optischer Pinzette fixiert wird, oder 
durch Bewegen des Praparats mittels optischer Pinzette bei 
festgehaltener Spiegelanordnung, kann auf ein Deckglas 
verzichtet werden. Dies und die Tatsache, daB emittierte 
Photonen auch aus zwei Hemispharen aufgesammelt wer- 
den, verleiht der Anordnung eine bisher unerreichte Auflo- 
sung. 

Bezugszeichenliste 

10 kollimierte Lichtquelle 

12 Objekt 

14 Mikroskop 

16 Detektor in Position 1 

18 Detektor in Position 2 

20 Scanvorrichtung 

22 Scanvorrichtung 

24 konfokale Blende 

26 dichroitischer Strahlteiler 

28 Linse 

30 dichroitischer Strahlteiler 

32 Objektiv 

34 Tubuslinse 

36 Tubuslinse 

40 Zwischenbildebene 

42 Scanlinse 

44 polarisiertes Anregungslicht 
46 Polarisationswurfel 
48 Linse 
50 Linse 

52 A/ 4 -Plattchen » 
54 Spiegel 

56 in Richtung Detektor (Fig. 2) 

58 Piezoaktor y-Richtung 

60 Piezoaktor x-Richtung ^ 

62 optische Pinzette 

66 Richtung der Scanbewegung 

68 Richtung des Zeilenvorschubs 

72 Prisma 

74 Rechteckimpuls 

76 Einzelimpuls 

78 ebene Wellenfront 

80 treppenfbrmige Transmissionsanordnung 

82 Abschnitte einer.Wellenfront 78 

$6 Xondensor 

88 dichroitischer Strahlteiler 

90 Detektor in Position 3 

92 Tubuslinse 

94 Durchlichtbeleuchtung 

96 LangpaBfilter 

100 apparentes Gesichtsfeld 

102 reelles Gesichtsfeld 

104 Spiegelflache 

106 Material gleichen Brechungsindexes 

108 Pfeil in Richtung Objektiv (Fig. 11) 

110 Parabolspiegelflache 

112 Anregungslicht 

114 dichroitischer Strahlteiler 

116 Irnmersionsflussigkeit 

118 Emissionslicht 

120 Deckglas (Fig, 12) 

122 Glaskorper 

124 Deckglas (Fig- 13) 

126 Mikroskop-Objektiv 
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Paten tanspriiche 

1. Punktabtastendes Luininiszenz-Mikroskop, insbe- 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekten, 
mit 5 

- mindestens einer kollimierten Lichtquelle (10) 
zur Erzeugung eines Anregungslichtstrahls, 

- einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das Licht der Anregungslichtquelle auf ein zu un- 
tersuchendes Objekt (12) biindelt, 10 

- mindestens einer Detektoranordnung (16, 18) 
zum Erfassen von von dem Objekt emittiertem 
Licht, 

- einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von dem Objekt emittierte Licht sammelt und 15 
der Detektoranordnung zufuhrt, und 

- einer Scanneranordnung (20, 22), die eine Rela- 
tivbcwcgung zwischcn dem Abtastlichtstrahl und 
dem Objekt in mindestens zwei Richtungen be- 
wirkt dadurch gekennzeichnet, da8 die Scanner- 20 
anordnung (20, 22) Piezoaktoren (58, 60) zum Er- 
zielen von Scanbewegungen zwischen Abtast- 
lichtstrahl und Objekt (12) aufweist 

2. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ ftir jede 25 
ScanrichLung des Abtastlichtstrahls ein mit einem Pie- 
zoaktor (58, 60) gekoppeltes optisches Element (48, 
50) vorgesehen ist, das mittels des zugehorigen Piezo- 
aktors verstellbar ist und dabei den Abtastlichtstrahl zu 
einer Scanbewegung in der betreffenden Scanrichtung 30 
veranlaBt 

3. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine mittels 
den Piezoaktoren (58, 60) verstellbare optische Pin- 
zette (62) zum Verstellen des zu untersuchenden Ob- 35 
jekts (12) gegeniiber dem Abtastlichtstrahl vorgesehen 
ist. 

4. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop, insbe- 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekten, 
mit mindestens einer kollimierten Lichtquelle (10) zur 40 
Erzeugung eines Anregungslichtstrahls, einer opti- 
schen Anordnung (14, 32, 34), welche das Licht der 
Anregungslichtquelle auf ein zu untersuchendes Ob- 
jekt (12) biindelt, mindestens einer Detektoranordnung 
(16, 18) zum Erfassen von von dem Objekt emittiertem 45 
Licht, einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von dem Objekt emittierte Licht sammelt und der 
Detektoranordnung zufiihrt, und einer Scanneranord- 
nung (20, 22), die eine Relativbewegung zwischen dem 
Abtastlichtstrahl und dem Objekt in mindestens zwei 50 
Richtungen bewirkt, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Scanneranordnung eine optische Pinzette (62) zum 
Verstellen des zu untersuchenden Objekts (12) gegen- 
uber dem Abtasdichtstrahl aufweist 

5. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 55 
Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die optische 
Pinzette (62) mittels Piezoaktoren (58, 60) verstellbar 
ist * 

6. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach ei- 
nem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 60 
daB die Scanneranordnung (20, 22) eine fur Grobbewe- 
gungen zwischen Abtastlichtstrahl und Objekt (12) sor- 
gende Grob-Scannereinheit aufweist und die Piezoak- 
toren (58, 60) bzw. die optische Pinzette (62) Teil einer 
Fcin-Scanncrcinhcit sind bzw. isL 65 

7. Punktabtastendes Liinuniszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Grob- 
Scannereinheit als galvanometrische Scannereinheit 
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ausgebildet ist 

8. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Pein- Scannereinheit als Zoom-Hi nheit ausgelegt ist. 

9. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Fein-Scannereinheit als Korrektureinheit zur Kompen- 
sation von Fehlern der Grob-Scannereinheit und/oder 
zum Beeinflussen der Bewegungscharakteristik der 
Grob-Scannereinheit ausgebildet ist. 

10. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop, insbe- 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekten, 
mit mindestens einer kollimierten Lichtquelle (10) zur 
Erzeugung eines Anregungslichtstrahls, einer opti- 
schen Anordnung (14, 32, 34), welche das Licht der 
Anregungslichtquelle auf ein zu untersuchendes Ob- 
jekt (12) biindelt, mindestens einer Detektoranordnung 
(16, 18) zum Erfassen von von dem Objekt emittiertem 
Licht, einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von dem Objekt emittierte Licht sammelt und der 
Detektoranordnung zufuhrt, und einer Scanneranord- 
nung (20, 22), die eine Relativbewegung zwischen dem 
Abtastlichtstrahl und dem Objekt in mindestens zwei 
Richtungen bewirkt, insbesondere nach einem der vor- 
hergehenden Anspruche, mit einer konfokalen Blende 
(24), dadurch gekennzeichnet, daB die Detektoranord- 
nung (20, 22) einen Hachensensor aufweist, der selbst 
die konfokale Blende (24) bildeL 

11. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Ha- 
chensensor als Hachensensor ein CCD-Chip vorgese- 
hen ist. 

12. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Hachensensor derart ausgelegt ist, daB Intensitatsinfor- 
rnationen von belichteten Pixeln des Hachensensor 
wahrend des Scanvorgangs in eine Speicherzone des 
Hachensensors geschoben werden. 

13. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Hachensensor eine Shiftfrequenz hat, die 
deutlich groBer als die Scanfrequenz des Mikroskops 
ist. 

14. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch gekennzeich- 
net, daB zur Aufspaltung des von dem Objekt (12) 
emittierten Lichts ein dispersives Element (72) vorge- 
sehen ist. 

15. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop, insbe- 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekten, 
mit mindestens einer kollimierten Lichtquelle (10) zur 
Erzeugung eines Anregungslichtstrahls, einer opti- 
schen Anordnung (14, 32, 34), welche das Licht der 
Anregungslichtquelle auf ein zu untersuchendes Ob- 
jekt (12) biindelt, mindestens einer Detektoranordnung 
(16, 18) zum Erfassen von von dem Objekt emittiertem 
Licht, einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von dem Objekt emittierte licht sammelt und der 
Detektoranordnung zufiihrt, und einer Scanneranord- 
nung (20, 22), die eine Relativbewegung zwischen dem 
Abtastlichtstrahl und dem Objekt in mindestens zwei 
Richtungen bewirkt, insbesondere nach einem der vor- 
hergehenden Anspruche, fur die Zweiphotonen-Huo- 
reszenzmikroskopie, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Lichtquelle (10) zur Abgabc von Rcchtcckimpulscn 
(74) ausgelegt ist 

16. Punktabtastendes Luniiniszenz-Mi kros kop nach 
Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB jeder 
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Rechteckimpuls (74) aus mehreren kurzen aufeinan- 
derfolgenden Einzelimpulsen (76) zusarnmengesetzt 
ist. 

17. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, daB die 5 
Lichtquelle (10) eine Anordnung zur Erzeugung einer 
ebenen Wellenfront (78) sowie eine senkrecht zu der 
Ausbreitungsrichtung der ebenen Wellenfront angeord- 
nete treppenfbnnige Transmissionsanordnung (80) 
aufweisL 10 

18. Punktabiastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dafi die Trans- 
missionsanordnung (80) eine treppenformige Anord- 
nung von Glasplattchen aufweist 

1 9. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop, insbe- 15 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekten, 
mil inindestens einer kollimienen Lichtquelle (10) zur 
Hrzcugung cincs Anrcgungslichtstrahls, cincr opti- 
sohcn Anordnung (14, 32, 34), welche das Licht der 
Anregungslichtquelle auf ein zu untersuchendes Ob- 20 
jcki (12) biindelt, mindestens einer Detektoranordnung 

( 16. 18) /.urn Erfassen von von dern Objekt emittiertefn 
Licht. cincr oplischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von den i Objekt emittierte Licht sammelt und der . 
Dcickioranordnung zufuhrt, und einer Scanneranord- 25 
nung (20, 22), die cine Relativbewegung zwischen dem 
Abiasilichtstraht und dern Objekt in mindestens zwei 
Richtungen bewirkt, insbesondere nach einem der vor- 
hcrgchenden Anspriiche, flir die Zweiphotonen-Fluo- 
rcszenzmikroskopie, dadurch gekennzeichnet, daB ein 30 
zur Beleuchtung des Objekts (12) vorgesehenes Objek- 
u v (32) zugleich zum Sarnmeln eines Teils der von dem 
Objekt eniituerten Photonen genutzt ist und daB hinter 
eincin Kondensor (86) des Objektivs (32) ein zweiter 
Deiekior (90) plaziert ist. 35 

20. Punktabiastendes Luminiszenz-Mikroskop, insbe- 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekten, 
mil mindestens einer kollimierten Lichtquelle (i0) zur 
Erzeugung eines Anregungslichtstrahls, einer opti- 
schen Anordnung (14, 32, 34), welche das Licht der 40 
Anregungslichtquelle auf ein zu untersuchendes Ob- 
jekt (12) biindelt, mindestens einer Detektoranordnung 
(16, 18) zum Erfassen von von dem Objekt emittiertem 
Lichu einer opuschen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von dem Objekt emittierte Licht sammelt und der 45 
Detektoranordnung zufuhrt, und einer Scanneranord- 
nung (20,22), die eine Relativbewegung zwischen dem 
Abtastlichtstrahl und dem Objekt in mindestens zwei 
Richtungen bewirkt, insbesondere nach einem der vor- 
hergehenden Anspriiche, fur die Zweiphotonen-Fluo- 50 
reszenzmikroskopie, dadurch gekennzeichnet, daB irn 
Strahlengang des Mikroskops (14) ein LangpaBfilter 
(96) angeordnet ist, welcher langwelliges Anregungs- 
licht passieren laBt, von dem Objekt (12) refiektiertes 
Fluoreszenzlicht jedocn reflektiert. 55 

21. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB der Lang- 
paBfilter (96) in dem Raum zwischen dem Objekt (12) 
und einer Tubuslinse (34) plaziert ist und daB im Strah- 
lengang hinter einem Kondensor (86) des Objektivs 60 
(32) ein einziger Detektor (90) angeordnet ist. 

22. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der Lang- 
paBfilter (96) derart angeordnet ist, daB er das vom Ob- 
jcktiv (32) aufgcsammcltc Licht zuriick auf das Objekt €S 
(12) fokussiert und auf den Kondensor (86) richtet. 

23. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB der Lang- 
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paBfilter (96) mitBezug auf die Strahlengangachse der- 
art geringfugig gekippt ist, daB das von dem Objekt 
(12) emittierte Licht nicht unmittelbar auf seinen Aus- 
gangspunkt zuruckreflektiert. wird. 

24. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
einem der Anspriiche 19 bis 23, dadurch gekennzeich- 
net, daB eine Detektionsoptik vorgesehen ist, die so 
ausgelegt ist, daB sie Licht sowohl aus einem interes- 
sierenden Gesichtsfeld (102) als auch zusatzlich in ei- 
ner streuenden Probe gestreutes Licht aus einem virtu- 
ellen Gesichtsfeld (100) aufsarnmelt. 

25. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
einem der Anspriiche 15 bis 24, dadurch gekennzeich- 
net, daB im Strahlengang hinter dem Objekt (12) eine 
Spiegelflache (110) angeordnet ist, die so gestaltet ist, 
daB sie von dem Objekt in Richtung des Anregungs- 
lichts emituertes Fluoreszenzlicht zu dem Objektiv 
(32) zuruckreflektiert. 

26. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die Spie- 
gelflache (110) derart dichroitisch ausgebildet ist, daB 
sie Anregungs licht durchlaBt und im wesentlichen nur 
von dem Objekt (12) emittiertes Licht zuruckreflek- 
tiert. 

27. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Spiegelflache (110) spharisch ausgebildet ist. 

28. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach J 
Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Spiegelflache (110) aspharisch, insbesondere parabo- ■ 
lisch oder elliptisch, ausgebildet ist. 

29. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
einem der Anspriiche 25 bis 28, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Spiegelflache (U0) in einen Objekttrager 
eingearbeitet ist. 

30. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop^. insbe- ) 
sondere zur Untersuchung von biologischen Objekten, , 
mit mindestens einer kollimierten Lichtquelle (10) zur 
Erzeugung eines AnregungsUchtstrahU, einer opti- 
schen Anordnung (14, 32, 34), welche das Licht der 
Anregungslichtquelle auf ein zu untersuchendes Ob- 
jekt (12) biindelt, mindestens einer Detektoranordnung 
(16, 18) zum Erfassen von von dem Objekt emittiertem 
LichU einer optischen Anordnung (14, 32, 34), welche 
das von dem Objekt emittierte Licht sammelt und der 
Detektoranordnung zufuhrt, und einer Scanneranord- 
nung (20, 22), die eine Relativbewegung zwischen dem 
Abtastlichtstrahl und dem Objekt in mindestens zwei 
Richtungen bewirkt, insbesondere nach einem der An- 
spriiche 1 bis 9, fur die Zweiphotonen-Fluoreszenzmi- 
kroskopie, dadurch gekennzeichnet, daB im Strahlen- 
gang hinter dem Objekt (12) eine parabolische Spiegel- 
anordnung (110) derart plaziert ist, daB sie aus paral- 
lelem Anregungslicht am Ort des Objekts einen beu- 
gungshmitierten Spot erzeugt, und daB im Strahlen- 
gang vor dem Objekt als Selektionsanordnung ein di- 
chroitischer Strahlteiler (114) angeordnet ist, der Anre- 
gungslicht von Fluoreszenzlicht trennt und Fluores- 
zenzlicht, das von dem Objekt in Richtung des Strahl- 
teilers emittiert wird, zusammen mit von der Spiegel- 
anordnung reflektiertem Fluoreszenzlicht unmittelbar 
auf die Detektoranordnung auffallen laBt. 

31. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB mittels der 
Scanncranordnung (20, 22) das Objekt oder die Spic- 
gelanordnung (110) verstellbar ist 

32. Punktabtastendes Luminiszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 30 oder 31, gekennzeichnet durch einen mit 
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einer Immersionsflussigkeit (116) gefiillien Trog, des- 
sen Innen wandung zur Bildung der parabolischen Spie- 
gelanordnung (110) verspiegelt ist und der mit einem 
Deckglas (120) abgedeckt. ist, das auf seiner der Spie- 
gelanordnung zugewendeten Innenseite das Objekt 5 
(12) tragi. 

33. Punktabtastendes Lurniniszenz-Mikroskop nach 
Anspruch 30 oder 3 1 , dadurch gekennzeichnet, daB ein 
massiver Glaskorper (122) vorgesehen ist, der auf sei- 
ner einen Seite plan ist und der auf seiner anderen Seite to 
zur Bildung der parabolischen Spiegelanordnung (110) 
parabolisch geformt und auf der AuBen seite der Para- 
bolflache verspiegelt ist, und da£ der Glaskorper an sei- 
ner planen Seite mit einer mit Immersionsflussigkeit 
(116) gefullten kammer verseben ist, in welche das 15 
Objekt (12) eintaucht. 
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